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“Os sonhadores mudam o mundo. Mentes curiosas 
nos impulsionam para a frente.” 




O alcoolismo é tido como um dos problemas de saúde pública de ordem mundial mais 
comuns e onerosos. Tratando-se de uma substância psicoativa, a exposição ao álcool pode 
levar a um desequilíbrio no sistema nervoso central (SNC), promovendo alterações 
bioquímicas e fisiológicas, além de ocasionar mudanças comportamentais e cognitivas. O 
sistema colinérgico tem sido associado com as funções cognitivas e o processamento das 
funções sensoriais. Além disso, o etanol (EtOH) e seu metabólito acetaldeído estão 
relacionados a efeitos deletérios através do aumento na formação das espécies reativas de 
oxigênio. Devido às descobertas acerca dos efeitos dos radicais livres no organismo, há 
grande interesse no estudo de antioxidantes, que possuem papel importante no seu combate. 
Usualmente a N-acetilcisteína (NAC) tem sido utilizada no tratamento de intoxicação hepática 
por paracetamol, possuindo ação mucolítica e no tratamento do HIV, além de apresentar 
eficácia em pacientes com a doença de Alzheimer. No cenário científico, o Danio rerio 
(Hamilton-Buchanan, 1822), peixe-zebra, também conhecido como “paulistinha” tem sido um 
modelo promissor em pesquisas científicas, principalmente por possuir 70% de equivalência 
com o genoma humano, tornando-se um modelo consagrado em estudos toxicológicos, 
genéticos e patológicos, incluindo o abuso do álcool. Sabe-se que o etanol é capaz de alterar o 
padrão de atividade e expressão da enzima acetilcolinesterase (AChE) no cérebro do peixe-
zebra, enzima essa que possui papel fundamental no funcionamento das sinapses colinérgicas 
presentes em nosso sistema nervoso central e periférico. Neste contexto, o objetivo deste 
estudo foi investigar efeitos in vitro e in vivo da exposição aguda ao etanol na sinalização 
colinérgica sob a atividade da AChE e sua associação com a possível modulação da NAC em 
cérebro de peixe-zebra. Para análise in vivo os animais foram divididos em oito grupos 
experimentais consistindo em uma pré-exposição de 10 minutos seguido de 60 minutos: 
Controle (água seguido de água); EtOH (água seguido de etanol 1%); NAC 0,1 (NAC 0,1 
mg/l seguido de água); NAC 1 (NAC 1 mg/l seguido de água); NAC 10 (NAC 10 mg/l 
seguido de água) e NAC-grupo (NAC 0,1; 1,0; 10 mg/l seguido de etanol 1%). O grupo etanol 
promoveu um aumento na atividade da AChE em 29% e quando pré-tratado com NAC 10 
mg/l foi observada uma reversão da atividade da AChE em 34%, similar ao grupo controle. 
Para a análise in vitro, a atividade da AChE foi avaliada com a adição de diferentes 
concentrações de NAC (0,01μM a 10μM) e não foram observadas alterações significativas na 
atividade da enzima em tecido cerebral de peixe-zebra. Foi possível relatar que a NAC 
preveniu os efeitos da exposição aguda ao etanol através de parâmetros de avaliação do 
sistema colinérgico no peixe-zebra. Tais resultados permitem compreender que a exposição 
aguda ao etanol influência no sistema colinérgico através do aumento da atividade da AChE 
em tecido cerebral de peixe-zebra e isso pode estar relacionado a geração de espécies reativas 
de oxigênio. Desta forma nossa perspectiva é avaliar parâmetros de estresse oxidativo. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
O alcoolismo é tido como um dos problemas de saúde pública de ordem mundial 
mais comuns e onerosos (HIPOLITO et al., 2007). O seu consumo, está relatado em diversas 
sociedades e culturas em rituais festivos e religiosos durante séculos (MARTINS, 2009). 
Acredita-se que a bebida alcoólica teve origem no período Neolítico (de 8000 a.C. até 5000 
a.C.), a partir do processo de fermentação natural proveniente do arroz, trigo, cevada, mel e 
frutas e que de alguma forma tornou-se um incentivo para os caçadores-coletores se 
estabelecerem e domesticarem estes grãos (MCGOVERN, 2009; CISA, 2018). Na 
fermentação natural, os microrganismos produzem etanol (EtOH). Quando elevada 
concentração de glisoce, utilizam o ácido pirúvico da via glicolética, o qual é descarboxilado 
para produzir CO2 e acetaldeído, que é reduzido a NADH para produzir NAD+ e etanol 
(TORTORA et al., 2010). Posteriormente, a produção de bebidas alcoólicas sofreu 
modificações, tanto na sua composição como na sua utilização pelas diferentes sociedades. A 
partir do século 20, o uso excessivo do álcool começou a ser rotulado como doença ou 
desordem e países como a França determinaram a maioridade de 18 anos para o seu consumo 
(CISA, 2018). Em 1920 é decretado a Lei Seca nos Estados Unidos, que proibiu a produção, 
transporte, importação e exportação de bebidas alcoólicas em todos os estados até o ano de 
1933 (RODRIGUES, 2002). A Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu o 
alcoolismo como doença a partir de 1967, inclusive recomendando que os órgãos 
governamentais tratassem o assunto como demanda de saúde pública (CISA, 2018). 
Somente em 2016, três milhões de mortes foram atribuídas ao uso nocivo do 
álcool, representando aproximadamente 5,3% de todas as mortes naquele ano (WHO, 2018). 
Segundo dados da OMS (2018), o Brasil é o quarto colocado no consumo de álcool puro para 
cada indivíduo na América do Sul com um total de 7,8 litros, permanecendo atrás do Chile 
(9,3L), Argentina (9,8L) e Uruguai (10,8L). Além disso, os custos que os acidentes no trânsito 
causam a sociedade são de aproximadamente R$ 50, 000.000 bilhões de reais por ano, onde 
muitos possuem relação direta com o uso do álcool (IPEA, 2015). O seu consumo não só 
resulta na incidência de doenças, como também na evolução dos distúrbios que as pessoas já 
possuem, apresentando papel significativo em cerca de 200 tipos de doenças e transtornos 
(WHO, 2014). As categorias de doenças mais comuns que são parcialmente ou totalmente 
causadas pelo consumo do álcool incluem doenças infecciosas, uma série de tipos de 
cânceres, diabetes, doenças neuropsiquiátricas, doenças cardiovasculares, hepatopatia, além 
de lesões premeditadas ou não (REHM, 2011). Salienta-se, que além dos efeitos individuais 
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causados pelo abuso do álcool, o seu uso está relacionado a danos à saúde de outros, causadas 
por dirigir sob influência do álcool, casos de abuso ou negligência de menores, além da 
violência doméstica, acarretando em custos aos serviços de saúde (REHM, 2011). 
Na falta de uma base cultural ideal para o consumo de substâncias psicoativas, 
faz-se necessário a adoção de políticas públicas através do Estado, da qual possuem dois 
principais posicionamentos: o proibicionismo e a redução de danos (ALVES, 2009). As 
políticas proibicionistas concentram esforços na redução da oferta de drogas por intermédio 
de repressão e criminalização, enquanto a política de redução de danos foca na diminuição de 
danos à saúde do usuário, problemas sociais e econômicos sem necessariamente impedir o 
consumo (TAMMI; HURME, 2006; WODAK, 2008). Tratando-se de uma substância 
psicoativa, a exposição ao álcool pode levar a um desequilíbrio no sistema nervoso central 
(SNC), promovendo alterações bioquímicas e fisiológicas, além de ocasionar mudanças 
comportamentais e cognitivas (BERNARDO, 2017). O consumo de etanol pode alterar a 
função neuronal devido a modificação de rotas de transdução de sinais mediadas por 
neurotransmissores, como exemplo a acetilcolina. A exposição ao etanol pode resultar em 
alterações no sistema colinérgico, como na atividade da acetilcolinesterase, causando 
importantes mudanças na neurotransmissão colinérgica e no controle da transmissão de 
impulsos nervosos.  
Sabendo-se que não há um tratamento específico que possa prevenir o 
desenvolvimento de patologias provenientes do consumo do etanol, o estudo de possíveis 
formas de prevenção, tornam-se necessárias. Neste sentido, o tratamento com N-acetilcisteína 
(NAC), um antioxidante conhecido, que tem sido usualmente utilizado para intoxicação 
hepática por paracetamol, também é conhecido como um neuroprotetor em distúrbios 
psiquiátricos e doenças neuroprogressivas. Sua ação está envolvida com o sistema colinérgico 
e desta forma, será estudada como um agente neuroprotetor para a exposição aguda por etanol 












2.1 Objetivo geral  
• Avaliar os efeitos da exposição aguda ao etanol na sinalização colinérgica de acordo 
com a atividade da AChE e sua associação com a possível modulação da N-acetilcisteína em 
cérebro de peixe-zebra.  
  
2.2 Objetivos específicos  
• Investigar os efeitos in vivo da exposição aguda a N-acetilcisteína por meio da 
avaliação da atividade da AChE em cérebro de peixe-zebra; 
• Investigar os efeitos in vitro, em concentrações de 1μg/L, 10μg/L, 100μg/L e 
1000μg/L de N-acetilcisteína, sobre a atividade da AChE em cérebro de peixe-zebra;  
• Analisar o efeito do pré-tratamento da N-acetilcisteína sob a atividade da AChE em 





3 REFERENCIAL TEÓRICO  
 
3.1 METABOLISMO DO ETANOL 
 
O metabolismo é um processo do corpo responsável na conversão de substâncias 
ingeridas em outros compostos, tornando-as em mais ou menos tóxicas (NIAAA, 1997). Um 
dos processos envolvidos no metabolismo, é a oxidação. Devido às suas propriedades 
hidrofílica e hipofílica, a ação do etanol está geralmente associada à sua alta solubilidade, 
tornando-se uma molécula facilmente distribuída na corrente sanguínea para a maioria dos 
órgãos e sistemas (BERTELI, 2017). Após o consumo e no início da absorção do etanol no 
estômago e intestino, a sua degradação metabólica irá ocorrer por intermédio de múltiplas 
vias enzimáticas e não enzimáticas, produzindo o acetaldeído, seu principal metabólito 
(BERNARDO, 2017). O fígado é o órgão mais vulnerável aos efeitos danosos do consumo de 
bebidas alcoólicas, visto que, a maior parte do álcool consumido será metabolizado nele 
através da oxidação (QUERTEMONT; TAMBOUR; TIRELLI, 2005). A taxa de velocidade 
do metabolismo do etanol irá variar de acordo com a quantidade consumida e o total de 
enzimas metabolizadoras presentes, sujeitas a variação em cada indivíduo (NIAAA, 1997). 
No fígado, existem três sistemas metabólicos capazes de realizar a oxidação do etanol, sendo 
elas a álcool desidrogenase (ADH; EC 1.1.1.1), uma série de enzimas especializadas presentes 
no citosol de diferentes tecidos, enzimas do citocromo P450 (CYP450; EC 1.14.14.1) dentro 
do retículo endoplasmático e catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) dentro dos peroxissomos 
(QUERTEMONT; TAMBOUR; TIRELLI, 2005; EDENBERG, 2007; BERTELI, 2017). A 
enzima ADH está presente principalmente nas células hepáticas, atuando no início do 
processo de metabolização do etanol em acetaldeído no citosol (BERNARDO, 2017). As 
enzimas ADH estimulam a oxidação do etanol em acetaldeído, acoplando essa oxidação com 
a redução da coenzima nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) em NADH e o CYP450 
oxida a nicotinamida adenina dinucleótideo fosfato (NADPH) em NADP+ (RIVEROS-
ROSAS; JULIÁN-SÁNCHEZ; PIÑA, 1997; BERNARDO, 2017). O terceiro e último sistema 
é encontrado nos peroxissomos das células hepáticas, onde a oxidação de uma molécula de 
etanol em acetaldeído é ligado com a decomposição simultânea de uma molécula de peróxido 
de hidrogênio em uma reação catalisada pela enzima catalase (CAT) (RIVEROS-ROSAS; 
JULIÁN-SÁNCHEZ; PIÑA, 1997). Uma pequena quantidade não metabolizada do álcool 
pode ser medida na respiração e na urina (NIAAA, 1997). Os três sistemas funcionam 
simultaneamente na metabolização do etanol, porém com atividades e afinidades distintas.  
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O consumo crônico do etanol pode afetar habilidades comportamentais e sociais, 
interferindo no SNC através dos sistemas de neurotransmissores de aminoácidos, 
especialmente os excitatórios (aspartado e glutamato) e os inibitórios (ácido γ-aminobutírico 
[GABA] e taurina) (DE WITTE, 2004; AGOSTINI et al., 2017). O desequilibrio nos 
diferentes aminoácidos e neurotransmissores, quando se há uma redução ou eliminação no 
consumo de etanol, são expressos comportalmente na forma de abstinencia, principalmente 
através do glutamano e do GABA (DE WITTE, 2004). Além do sistema excitatorio e 
inibitório, o sistema dopaminérgico, opioide e purinérgico demonstraram alteração quando 
expostos ao etanol (CHASTAIN, 2006), bem como o sistema colinérgico (ARENDT et al., 
1989; PAPALE et al., 2008; AGOSTINI et al., 2017; BERTELI, 2017). Segundo Arendt e 
colaboradores (1989), a administração oral de etanol 20% resultou em reduções profundas do 
conteúdo da acetilcolina, captação da colina, atividade da colina acetiltransferase, da 
acetilcolinesterase, piruvato descarboxilase, teor de noradrenalina, serotonina e, em menor 
grau, dopamina em todo o cérebro. 
  
3.2 SISTEMA COLINÉRGICO: ATIVIDADE DA ACHE 
 
Os neurônios colinérgicos, bem como suas projeções são amplamente distribuídos 
por todo o SNC, com um papel fundamental em muitas funções vitais, como aprendizado, 
memória e controle do fluxo sangüíneo cerebral (WINKLER et al., 1995). A enzima AChE é 
responsável por um dos mecanismos mais importantes para manter a correta atividade 
colinérgica (GONÇALVES et al., 2010). Esta enzima é responsável pela hidrólise da 
acetilcolina (ACh) na fenda sináptica e nas junções neuromusculares (SOREQ, 2001). A ACh 
é um neurotransmissor do sistema colinérgico e é considerado um dos mais importantes no 
cérebro, com atividade em todo o córtex, nos gânglios e no prosencéfalo (HAMPEL et al., 
2018). A ACh é formada no axônio terminal dos neurônios pela colina-o-acetil-transferase 
(ChAT) produzida a partir de acetil-coenzima A ACh depois de sintetizada é transportada e 
armazenada em vesículas sinápticas (VENTURA et al., 2009). A ACh desempenha o papel de 
mediador químico de sinapses do SNC e periférico (SNP) envolvido em aspectos ligados ao 
comportamento, atenção, aprendizado e memória (VENTURA et al., 2009). Quando o 
impulso nervoso chega ao axônio terminal, a ACh sofre exocitose, sendo liberada na região 
sináptica, onde é atraída e interage com os receptores colinérgicos do próximo neurônio 
(PETRONILHO et al., 2011; BABADI et al., 2014). Sua ação somente será cessada quando 
hidrolisada na fenda sináptica pela AChE em acetato e colina, onde a última é reabsorvida 
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pelo primeiro neurônio para ser reconvertida em ACh, permitindo assim sua reutilização nos 
impulsos nervosos (PETRONILHO et al., 2011). A AChE é uma enzima pertencente à família 
das colinesterases e é alvo para o desenvolvimento de novas drogas, dado o papel importante 
que desenvolve no funcionamento das sinapses colinérgicas presentes no SNC e SNP 
(PETRONILHO et al., 2011; ARAÚJO; SANTOS; GONSALVES, 2016). No SNP, a AChE é 
responsável pelo controle nos impulsos nervosos, dos batimentos cardíacos, pela contração de 
músculos lisos, dilatação de vasos sanguíneos e no SNC modula o controle motor, a memória 
e cognição (CHIERRITO, 2016). Sabe-se que o etanol é capaz de alterar o padrão de 
atividade e expressão da enzima AChE no cérebro do peixe-zebra (RICO et. al., 2007). 
Enzima esta, que já possui o gene clonado e sequenciado, com atividade detectada em cérebro 
de peixe-zebra (SOARES, 2009). Os inibidores da AChE impedem a enzima colinesterase de 
degradar a ACh, aumentando tanto o nível quanto a duração da ação do neurotransmissor e 
podem ser divididos em dois grupos: irreversíveis e reversíveis (COLOVIC et al., 2013). A 
inibição da AChE tem sido amplamente estudada como biomarcador de neurotoxicidade, 
visto que, inibidores reversíveis possuem aplicações terapêuticas, enquanto os irreversíveis 
estão associados a efeitos tóxicos no organismo (COLOVIC et al., 2013). A interação da ACh 
com os receptores leva a continuidade da transmissão dos impulsos nervosos, porém o 
excesso de transmissão nervosa pode levar a problemas de funcionamento do corpo 
(PETRONILHO et al., 2011). Com a inibição da enzima AChE, o neurotransmissor ACh não 
pode ser hidrolisado resultando em uma quantidade anormal que leva a possíveis efeitos 
tóxicos no organismo (SOARES, 2009). A AChE tem uma atividade catalítica muito alta, isso 
porque cada molécula da enzima é capaz de degradar aproximadamente 25.000 moléculas do 
neurotransmissor ACh por segundo em colina e ácido acético (COSTA et al., 2016). A 
atividade normal da AChE no cérebro é imprescindível para o bom funcionamento do órgão, 
visto que as alterações na sua atividade geralmente estão acompanhadas de sinais de 
toxicidade neurocomportamental (BABADI et al., 2014). Bertrand e colaboradores (2001) 
clonaram e sequenciaram o gene responsável pela codificação da AChE em peixe-zebra, 
demonstrando que da sequência de 634 aminoácidos há uma similaridade de 62% com a dos 
mamíferos. A inibição da atividade da AChE foi constatada em peixes-zebra expostos a 
substâncias tóxicas (LIMA; ROQUE; ALMEIDA, 2013), e em contrapartida, o etanol foi 
responsável por um significativo aumento da atividade (RICO et al., 2007). O consumo 
crônico de etanol pode ocasionar prejuízos cognitivos, como disfunções na memória e 
aprendizado, e alterações no sistema colinérgico podem possuir relação com estas injurias 




Usualmente a N-acetilcisteína (NAC) tem sido utilizada clinicamente no 
tratamento de intoxicação hepática por paracetamol, possuindo ação mucolítica e no 
tratamento do HIV, além de apresentar eficácia em pacientes com a doença de Alzheimer, 
melhorando a resposta imune (DEAN et al., 2011). A NAC é um tiol cuja fórmula química é 
C5H9NO3S (Figura 1), tem sido empregada como um precursor do aminoácido L-cisteína, 
aumentando as suas concentrações intracelulares e, portanto, da glutationa reduzida (GSH) 
(ROVER-JUNIOR et al., 2001; PIVETTA, 2005). 
 
Figura 1 – Estrutura da NAC.  
 
 
Fonte: Soares (2011).  
 
Após a absorção, a NAC é rapidamente metabolizada em cisteína, um precursor 
direto na síntese de glutationa intracelular (SADOWSKA, 2012), utilizado para a síntese de 
proteínas (ROVER-JUNIOR et al., 2001; PIVETTA, 2005), auxiliando na biotransformação e 
na defesa das células contra o estresse oxidativo (HUBER; ALMEIDA; FÁTIMA, 2008). A 
GSH é um tripeptídeo que está presente em altas concentrações na maioria das células 
(MOLDEUS, 1986). Após a ingestão, a NAC passa por um metabolismo de primeira 
passagem pelas células do intestino delgado e fígado, sendo rapidamente absorvida quando 
ingerida por via oral (RIBEIRO, 2010). A GSH possui em sua estrutura três aminoácidos: 
glutamato, glicina e cisteína e a NAC serve como um resíduo de cisteína capaz de aumentar a 
proteção celular ao estresse oxidativo, quando há baixa disponibilidade do mesmo 
(SHAHRIPOUR; HARRIGAN; ALEXANDROV, 2014). 
Estudos demonstram que a coadministração da NAC é capaz de diminuir o 
estresse oxidativo, aumentando as enzimas antioxidantes (OZARAS et al., 2003).  Estudos 
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investigativos sobre a doença de Alzheimer com camundongos, relatam que a NAC foi capaz 
de diminuir a atividade da acetilcolinesterase (AChE) cerebral in vitro (COSTA et al., 2016a; 
COSTA et al., 2016b). Mocelin e colaboradores (2015) relatam que o pré-tratamento com 
NAC 1mg/L foi capaz de prevenir efeitos da exposição aguda ao etanol relacionados aos 
parâmetros de estresse oxidativo, bem como testes comportamentais, sugerindo que alterações 
comportamentais induzidas pelo etanol podem possuir relação com danos oxidativos no SNC. 
Além disso, a NAC é capaz de modular vários sistemas de neurotransmissores, como o 
glutamato e a dopamina (MOCELIN et al., 2015). Asevedo e colaboradores (2014) em uma 
revisão sistemática sobre tratamento de transtornos de abuso de substâncias, atestam que a 
NAC possui potencial frente a tratamentos de dependência, incluindo a cocaína e cannabis, 
envolvendo vias glutamatérgicas. Em ratos expostos a cádmio, a NAC preveniu a diminuição 
da atividade da ACh, bem como estresse oxidativo e aspectos relacionados a memória 
(GONÇALVES et al., 2010). Esta molécula também é descrita como um agente neuroprotetor 
em distúrbios psiquiátricos como a esquizofrenia e doenças neuroprogressivas, incluindo 
declínio cognitivo e funcional (DODD et al., 2013), com propriedades anti-inflamatórias, 
resultando na melhora sinérgica da memória (HABER et al., 2013), envolvendo assim, 
aspectos relacionados ao sistema colinérgico. As ações da NAC como um antioxidante e 
neuromodulador a tornam uma substância atraente para o estudo de um eventual papel 




No cenário científico, o Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822), peixe-zebra, 
também conhecido como “paulistinha” tem sido um modelo promissor em pesquisas 
científicas, principalmente para análise de mutagênese e descoberta de novos medicamentos 
(GERLAI; LEE; BLASER, 2006). O peixe-zebra é um pequeno peixe ósseo, pertencente à 
família Cyprinidae, com três a quatro centímetros de comprimento e habita ambientes de água 
doce (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012).  O grande interesse na utilização destes 
organismos pode ser justificado por serem peixes de pequeno porte, que quando se encontra 
em condições adequadas uma única fêmea pode ovipositar centenas de ovos por fecundação, 
além de possuir fácil observação e manutenção (GERLAI; LEE; BLASER, 2006; ADW, 
2011). Além disso, o peixe-zebra absorve facilmente substâncias dissolvidas na água, através 
das brânquias e de toda a sua superfície corporal, acumulando-os em diferentes tecidos, dentre 
os quais SNC está incluído (GERLAI; LEE; BLASER, 2006). Outro ponto considerável é de 
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que o genoma do peixe-zebra é totalmente sequenciado e possui de 70-80% de equivalência 
com o genoma humano (HOWE et al., 2013).  
Esta espécie tem sido submetida a vários estudos desde os anos 30 e hoje mostra-
se como um dos principais organismos modelos para a pesquisa biomédica (ENGESZER et 
al., 2007; BARRIONUEVO; FERNANDES; ROCHA, 2010). Em estudos anteriores, o peixe-
zebra foi utilizado em testes para a avaliação dos efeitos da NAC em parâmetros 
comportamentais ligados a ansiedade, da qual o NAC apresentou propriedades anti-estresse e 
ansiolíticas (MOCELIN et al., 2015), além disso, é considerado um importante modelo para 
as descobertas de drogas psiquiátricas (KOKEL; PETERSON, 2008). Estudos recentes 
demonstraram que o peixe-zebra é um modelo adequado para análise de mecanismos básicos 
da inflamação em doenças inflamatórias humanas (FORN-CUNÍ et al., 2017).  Em estudos 
com a exposição embrionária do peixe-zebra, o etanol foi capaz de promover sintomas 
conhecidos como síndrome do alcoolismo fetal, como malformações craniofaciais, anomalias 
cardíacas e problemas no desenvolvimento físico externo e interno (BILOTTA et al., 2004). 
 Adicionalmente, estudos avaliam um eixo evolutivo conservado entre mamífero e peixe-
zebra para resposta a hipóxia e ao estresse oxidativo em células neuronais, sugerindo que 
peixes e mamíferos possuem respostas semelhantes a esse evento (MUGONI et al., 2014). 
Diferentes sistemas de neurotransmissão já foram identificados em peixe-zebra, e de acordo 
com estudos de Arenzana e colaboradores (2005), parâmetros do sistema colinérgico de 
peixe-zebra já foram sequenciados e identificados. Ademais, pesquisas argumentam que a 
análise comportamental do peixe-zebra, incluindo exposição ao álcool, torna-se um alvo 
importante para análises ligadas a toxicodependência e aos efeitos biológicos ao abuso de 
drogas (GERLAI et al., 2000; GERLAI, 2003).  
Apesar da grande frequência e impacto, as doenças psiquiátricas e outras 
desordens do SNC estão entre as doenças mais inadequadamente tratadas, e nesse cenário, o 










Os testes para análises bioquímicas foram realizados no Laboratório de 
Neurotoxicidade e Neuroproteção, unidade de Sinalização Neural e Psicofarmacologia, da 
Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC. Para a realização dos testes foram 
utilizados 83 peixe-zebra adultos e de ambos os sexos da linhagem heterogênea do fenótipo 
shortfin, com idade de quatro meses pós fertilização para ambos os testes (in vivo e in vitro). 
Os animais foram obtidos do biotério do Departamento de Bioquímica da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul e sendo posteriormente mantidos no Laboratório de Neurologia 
Experimental da UNESC, em aquários com água destilada, salinizada e continuamente aerada 
com um ciclo claro/escuro de 14/10h controlado por fotoperíodo (luzes acendem às 7h; luzes 
apagadas às 21h), por um período de duas semanas para aclimatação. Os peixes foram 
alimentados duas vezes por dia com artêmias e/ou ração flocada. Após o período de 
aclimatação, os peixes foram transferidos para aquários com filtração mecânica auto-limpante 
e limpeza automática de resíduos sólidos a uma temperatura de 28°C, pH de 7,4 e uma 
condutividade de 500µS, com uma densidade de três animais por litro de água. A utilização 
dos animais seguiu o protocolo experimental aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 
Animais da UNESC (protocolo 023/2018-1, anexo A), obedecendo a Diretriz Brasileira para o 
Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos, aprovada por meio da 
Portaria do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal nº 465 de 23 de maio 
de 2013 (BRASIL, 2013).  
 
 
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  
 
4.2.1 Tratamento in vivo 
 
Para análise in vivo os animais foram divididos em oito grupos experimentais 
(cada grupo sendo formado por um n de três amostras compostas por um pool de dois 
cérebros totais por amostra). As concentrações de NAC e o tempo de exposição foram pré-
estabelecidas em modelo de neuroproteção de estresse em peixe-zebra por Mocelin et al. 
(2015). Na análise in vivo todos os animais dos diferentes grupos passaram entre a primeira 
exposição de 10 minutos e a segunda de 60 minutos, em um aquário com água sem a presença 
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de nenhuma substância para a remoção de qualquer resíduo da exposição anterior, para 
garantir as variáveis durante cinco minutos. 
 
(i)        Grupo-controle: O grupo controle foi tratado com água durante 10 
minutos, seguido do ambiente branco durante cinco minutos, seguido de 
água novamente durante 60 minutos.  
(ii) Grupo-EtOH 1%: Tratou-se com água durante 10 minutos, passando pelo 
ambiente branco durante cinco minutos, seguido de etanol 1% durante 60 
minutos. 
(iii) NAC 0,1; 1,0 e 10mg/l: Três diferentes grupos foram pré-tratados nas 
concentrações de 0,1; 1,0 e 10 mg/l de NAC por 10 minutos, passando 
pelo ambiente branco durante cinco minutos, seguido de água durante 60 
minutos. 
(iv) NAC-grupo: Três diferentes grupos foram pré-tratados com NAC 0,1; 1,0; 
10 mg/l por 10 minutos, passando pelo ambiente branco por cinco minutos 
e seguido de etanol 1% durante 60 minutos.   
 
Figura 2 – Representação do delineamento experimental in vivo. 
 
Fonte: Do autor (2018). 
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4.2.2 Exposição in vitro 
 
Para a análise in vitro os animais foram divididos em cinco grupos experimentais. 
A atividade da AChE foi avaliada com diferentes concentrações de NAC (1μg/L, 10μg/L, 
100μg/L e 1000μg/L) que foram diretamente adicionadas ao meio de reação antes da pré-
incubação enzimática e mantida durante o ensaio. A concentração final de NAC foi na faixa 
de 1μg/L a 1000μg/L. 
 
4.2.3 Atividade da AChE 
 
Após o término dos testes, os animais foram expostos a uma solução de tricaína 
para eutanásia. As caixas cranianas foram abertas e os cérebros retirados, limpos e mantidos a 
-80°C até o momento da realização das análises. No momento dos experimentos, os tecidos 
cerebrais foram homogeneizados em um mesmo tampão específico para a realização das 
técnicas mencionadas. A quantificação de proteínas totais nas amostras foi realizada através 
do método de Bradford (1976), usando albumina sérica bovina como padrão. A análise foi 
realizada em cérebro total de acordo com o método de ensaio colorimétrico descrito por 
Ellman e colaboradores (1961). A mistura de reação continha tampão fosfato de potássio 150 
mM (pH 7,5) e ácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) 10 mM. Posteriormente a 
enzima (10 μg de proteína) foi pré-incubada durante três minutos. A reação foi iniciada pela 
adição de 8 mM de iodeto de acetiltiocolina (AcSCh) e a absorbância lida em 412 nm por 
3,15 minutos, com intervalos de 30s. Todas as amostras foram testadas em triplicata e a 
atividade enzimática foi expressa em μmol de AcSCh.h-1.mg de proteína-1. 
 
4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados obtidos foram analisados através da análise de variância (ANOVA), 
sendo expressos como média ± desvio padrão seguido do teste post hoc de Tukey, 
considerando p < 0,05 como significante. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o 






5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A ação do etanol está geralmente associada à sua alta solubilidade, tornando-se 
uma molécula facilmente distribuída na corrente sanguínea para a maioria dos órgãos e 
sistemas (BERTELI, 2017). O peixe-zebra tem sido um modelo promissor em pesquisas 
científicas, incluindo análise dos efeitos do álcool, visto a sua simplicidade de aplicação no 
ambiente do organismo. Quando dissolvido na água do aquário, o álcool é rapidamente 
absorvido pelos vasos sanguíneos presentes nas brânquias e na pele do peixe-zebra (GERLAI 
et al., 2000). Além disso, múltiplos sistemas de neurotransmissão já foram identificados em 
peixe-zebra, compreendendo também o sistema colinérgico (ARENZANA et al., 2005). Visto 
que estudos demonstram que o álcool está envolvido na alteração de funções neurais, afetando 
vários neurotransmissores, como o glutamato, o ácido gama-amino-butírico, serotonina, 
dopamina e o sistema opioide (CHASTAIN, 2006), o sistema colinérgico pode sofrer 
alterações e investigações são necessárias através de importantes marcadores da atividade 
colinérgica. Os receptores da ChAT, ACh e da AChE, incluindo linfócitos (T e B) e 
macrófagos demonstram a maior parte dos componentes necessários para a funcionalidade 
correta do sistema colinérgico (FUJII et al., 2017). A atividade da AChE é considerada um 
marcador bioquímico para a identificação e previsão de várias disfunções do SNC e SNP, 
como a doença de Parkinson, doença de Alzheimer, esquizofrenia e o alcoolismo crônico 
(BILGI et al., 2003). A NAC é um antioxidante tiólico que auxilia na resposta imune do 
organismo, utilizada para o tratamento de superdosagens de acetaminofeno (VICTOR; DE LA 
FUENTE 2002; QUINTANILLA et al., 2018). Uma das ações da NAC está relacionada ao 
reabastecimento de GSH através da cisteína, modulando também a inflamação com ações 
anti-inflamatórias e com efeitos diretos sobre a neurotransmissão glutamatérgica e 
dopaminérgica (FRIES; KAPCZINSKI, 2011).  
Visto que a absorção do etanol está relacionada ao dano sistêmico, gerando 
modificações no SNC, tendo influência na memória e cognição, e ocasionalmente afetando o 
sistema colinérgico, a NAC torna-se uma substância promissora na modulação destas 
modificações. Neste sentido, o peixe-zebra mostrou ser um modelo próspero em pesquisas 
cientificas relacionadas ao abuso do álcool. Neste contexto, o presente estudo foi realizado 
para avaliar o efeito da exposição aguda ao etanol sob a atividade da AChE e sua associação 
com a possível ação modulatória da NAC em tecido cerebral de peixe-zebra. Inicialmente, foi 
avaliado a atividade enzimática da AChE in vivo em cérebro de peixe-zebra expostos 
agudamente ao etanol e a NAC divididos em oito grupos (Figura 3). Os experimentos foram 
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realizados após os 75 minutos de exposição. 
 
Figura 3 – Efeito da exposição aguda ao etanol e a NAC sobre a atividade da enzima AChE 
em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± desvio padrão de 8 
diferentes experimentos, cada um em triplicata. Os valores das atividades enzimáticas estão 
expressos em µmol ACSC/h/mg de proteína. *#p<0,05; em comparação ao grupo controle 
(ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey). 
 
Fonte: Do autor (2018). 
 
A alteração da atividade da AChE tem sido amplamente utilizada como 
biomarcador em estudos ligados a exposição ao etanol (SHIN et al., 1991; BILGI et al., 2003; 
FEKONJA et al., 2007; RICO et al., 2007; ROSEMBERG et al., 2010; RICO et al., 2011; 
BERTELI, 2017). Foi possível relatar que o etanol pode alterar a atividade da AChE no 
cérebro de peixe-zebra. Os resultados demonstraram que a atividade da AChE aumentou 29% 
quando somente exposta ao etanol 1%, similar aos resultados de Rico e colaboradores (2007), 
cujo resultado apresentou um aumento de 33%.  Pesquisas afirmam que a ingestão crônica do 
etanol leva ao estresse oxidativo cerebral e à neuroinflamação, sendo o hipocampo a área do 
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cerebro mais patologicamente afetada (QUINTANILLA et al., 2018). A análise da atividade 
da AChE torna-se um importante índice de neurotoxicidade em animais e humanos e para a 
descoberta de inibidores e fármacos, bem como a exposição ao etanol (NINO et al., 2006). 
Neste estudo foi verificado um crescimento na atividade da enzima AChE, em cérebro de 
peixe-zebra expostos agudamente ao etanol, o que ocasionalmente indica uma menor 
quantidade da ACh na fenda sináptica. A ACh é um neurotransmissor principalmente do 
sistema parassimpático periférico ou colinérgico, que possui papel fundamental no 
funcionamento do SNC, sendo hidrolisado pela enzima AChE (BILGI et al., 2003). Estudos 
disponíveis sobre os efeitos do álcool no sistema colinérgico divergem entre os seus 
resultados. Erickson e Graham (1973) e Charmichael e Israel (1975) demonstraram que o 
etanol inibiu a liberação do neurotransmissor ACh, analisados em diferentes concentrações da 
substância. Bertelli (2017) também demonstrou uma diminuição da ACh em grupos expostos 
cronicamente ao etanol. Porém, Parker e colaboradores (1978) constaram que a ACh cerebral 
aumentou significativamente.  Em outras investigações, a inibição da atividade da AChE foi 
constatada em peixes-zebra expostos a cobre, ferro, chumbo e cádmio (LIMA; ROQUE; 
ALMEIDA, 2013), e em contrapartida, sua atividade elevou-se significativamente quando 
exposto ao etanol (RICO et al., 2007). A diminuição da atividade da enzima AChE pode 
acarretar a possíveis efeitos tóxicos no organismo, uma vez que esta enzima é responsável 
pela hidrolise do neurotransmissor ACh na fenda sináptica. A inibição desta enzima está 
relacionada a hiperestimulação dos receptores colinérgicos, interrupção da neurotransmissão 
(SILVA, 2015), além do acúmulo de ACh na fenda sináptica, o que pode resultar na 
perturbação de diversas funções do corpo e levar até mesmo a morte (COSTA et al., 2016a).  
No presente estudo, enquanto exposto somente a NAC não foram encontradas 
diferenças significativas entre os três grupos testados. No entanto, observou-se uma reversão 
na atividade da AChE quando pré-tratada com a NAC 10 mg/l, similar ao grupo controle. No 
grupo pré-tratado com NAC 0,1 mg/l e posteriormente exposto ao etanol 1%, houve um 
aumento de 41% da atividade da AChE e quando pré-tratado com NAC 10 mg/l, houve uma 
reversão da atividade da enzima em 34%. Mocelin e colaboradores (2015) verificaram que 
quando pré-tratado com NAC 1,0 mg/l, seguido de etanol 1%, houve uma prevenção tanto de 
alterações comportamentais como de parâmetros ligados ao estresse oxidativo no peixe-zebra. 
Costa e colaboradores (2016), demostraram que o tratamento com NAC impediu alterações 
cognitivas, sendo capaz de restaurar o sistema colinérgico sem causar mudanças no mesmo. 
Uma vez que houve queda na atividade da AChE no grupo pré-tratado com NAC 
10 mg/l e a fim de verificar se a exposição à esta medicação poderia modificar a atividade da 
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AChE através de mecanismos diretos, realizou-se ensaios in vitro com concentrações de 
1μg/L, 10μg/L, 100μg/L e 1000μg/L (Figura 4). 
 
Figura 4 – Efeito da exposição aguda a NAC nas concentrações de 1μg/L, 10μg/L, 100μg/L e 
1000μg/L sobre a atividade da enzima AChE em cérebro total de peixe-zebra in vitro. Os 
resultados representam média ± desvio padrão de 5 diferentes experimentos, cada um em 















































































Fonte: Do autor (2018). 
 
Quando adicionada diretamente ao meio de reação, na análise in vitro, a NAC não 
promoveu alterações significativas na atividade da enzima nos grupos avaliados, 
permanecendo similar ao grupo controle. No presente estudo foi possível demonstrar que a 
NAC preveniu os efeitos da exposição aguda ao etanol através de parâmetros de avaliação do 
sistema colinérgico no peixe-zebra. O etanol aumentou a atividade da AChE, e as mudanças 
relatadas foram evitadas pelo pré-tratamento com NAC na dose de 10mg/l. A NAC possui 
ação variada, atuando com um antioxidante indireto por ser um precursor da GSH, 
aumentando seus níveis neuronais, possuindo também comportamento anti-inflamatório e 
neurotrófico (BENVENUTTI et al., 2018). É considerada um antioxidante indireto pois tem a 
capacidade de fornecer cisteína para a síntese da GSH, que possui papel importante na defesa 
das células contra o estresse oxidativo (HUBER et al., 2008). Isso porque, intracelularmente, 
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a molécula de NAC sofre desacetilação tendo como produto a cisteína (PIVETTA, 2005). 
Dean, Giorlando & Berk (2011) descreveram os resultados promissores que NAC vêm 
apresentando no campo de pesquisa psiquiatrica, em desordens incluindo a dependência de 
substâncias, transtornos compulsivos, esquizofrenia e transtorno bipolar. O potencial da NAC 
referente a sintomas de transtornos psiquiatricos pode estar relacionado a redução das 
citocinas inflamatórias, da qual são contribuintes para a fisiopatologia desses distúrbios 
(DEAN; GIORLANDO; BERK, 2011). Estudos demonstram que a NAC tem sido 
amplamente utilizada como antioxidante in vivo e in vitro, onde verificou-se que além do seu 
potencial indireto, possui capacidade de eliminar diretamente oxidantes, particularmente o 
ácido hipocloroso e o radical hidroxila (ARUOMA et al., 1989). Em estudos relacionados aos 
efeitos do estresse oxidativo, a suplementação com NAC demonstrou-se eficaz na proteção 
dos animais contra os efeitos tóxicos (MODI et al., 2006). Além disso, apresentou melhora na 
vasoconstrição renal (HEYMAN et al., 2003), como forte potencial antiangionênico e 
possivel adjuvante na terapia de câncer (ALBINI et al., 2001) e também como hepatoprotetor 
(PEREIRA-FILHO et al., 2008; SATHISH et al., 2011). Doses de 150mg/kg de NAC 
previniram a diminuição da atividade da Ach quando exposto a cádmio, bem como o estresse 
oxidativo, demonstrando ser capaz de modular a neurotransmissão colinérgica e por 
consequência melhorar a cognição e memória dos organismos testados (GONÇALVES et al., 
2010).  
Estudos relacionados aos efeitos diretos do etanol no sistema nervoso são de 
complexa interpretação, visto que a alteração neuronal pode estar relacionada a ação direta do 
etanol; da alteração das células devido a uma ação distinta em outro lugar do SNC; 
consequências indiretas como a diminuição de fluxo sanguineo e fornecimento de oxigênio e 
também a efeitos associados aos metabólitos do etanol (KALANT,  1975). Pesquisas indicam 
que alguns efeitos neuroquímicos causados pelo etanol podem ter participação indireta 
associada ao seu metabolismo, como a formação do acetaldeído e o estresse oxidativo 
(REIMERS et al., 2004; RICO et al., 2007). E ambas as opções podem levar a alterações do 
SNC. O metabolismo do etanol está diretamente envolvido com a geração de espécies reativas 
de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN), que auxiliam no surgimento do 
estresse oxidativo (DAS; VASUDEVAN, 2007). As espécies reativas ou radicais livres são o 
produto do metabolismo celular normal, principalmente produzido pelas mitocôndrias e 
podem ser definidos por serem átomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons não 
emparelhados na órbita externa, tornando-o instáveis (PHANIENDRA; JESTADI; 
PERIYASAMY, 2014).  Devido a esta característica, são moléculas altamente reativas, tendo 
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a capacidade de capturar elétrons de outros compostos em busca de estabilidade causando 
alterações a moléculas importantes, levando até mesmo a uma perda total da funcionalidade 
(EVANS, 2000; PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2014). Segundo Halliwell 
(1994, p. 254), “The simplest free radical is an atom of the element hydrogen, with one 
proton and a single electron”. Os radicais livres cumprem duplas funções biológicas nos 
organismos, podendo ser benéficas ou tóxicas dependendo dos seus níveis (BARBOSA et al., 
2010).  Em níveis moderados podem atuar como mediadores para transferência de elétrons em 
diversas reações bioquímicas; geração de ATP (energia); fertilização do óvulo; ativação de 
genes, além de atuar na defesa contra microrganismos patogênicos (BARBOSA et al., 2010). 
Porém, os seus altos níveis são responsáveis pela geração de estresse oxidativo e a danos a 
biomoléculas, incluindo o DNA, resultando em processos pré-mutagênicos e cancerígenos 
(SENTÜRKER et al., 1997; PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2014). Os 
mecanismos antioxidantes de defesa como vitaminas C e E e enzimas como a superóxido 
dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx), bem como os tióis endógenos, 
ou compostos que contêm sulfidrila tais como a GSH e tiorredoxina protegem as células dos 
efeitos tóxicos dos radicais livres (SENTÜRKER et al., 1997). Através deste processo, as 
quantificações de tais enzimas podem apontar possível correlação entre diminuição de 
enzimas antioxidantes e o aumento de bases danificadas no DNA, resultante do estresse 
oxidativo (ROVER-JUNIOR et al., 2001).  
Estudos indicam que a produção de radicais livres no cérebro interfere no sistema 
de defesa antioxidante, que por sua vez, leva a uma alteração da integridade estrutural dos 
lipídeos e secundariamente afeta as enzimas e a atividade da AChE (GONÇALVES et al., 
2010). Estudos relatam que o comprometimento da memória induzido pelo etanol, é 
consequência de alterações no SNC por meio do estresse oxidativo e disfunção colinérgica 
(PATIL et al., 2015). Neste estudo, Patil e colaboradores (2015) demonstraram que através do 
tratamento com o antioxidante barberina, foi possivel diminuir a produção de espécies 
reativas e de prejuizos ao sistema colinérgico, causado pela exposição ao etanol. A 
desregularização do sistema colinérgico através do estresse oxidativo possui ligação com o 
comprometimento cognitivo e da memória, através do consumo do etanol (TIWARI; 
CHOPRA, 2013).  Portanto, não podemos excluir a possibilidade de que o estresse oxidativo 
causado pelo etanol poderia estar modulando a atividade da AChE em cérebro de peixe-zebra, 






Diante dos objetivos propostos, conclui-se que a exposição aguda ao etanol 
influencia no sistema colinérgico através do aumento da atividade da AChE em tecido 
cerebral de peixe-zebra. Além disso, foi possível relatar que a NAC possui ações benéficas 
contra os efeitos causados pelo etanol, sendo capaz de restaurar a atividade da AChE e, 
consequentemente, modular a neurotransmissão do sistema colinérgico.  
Com isso, este estudo visa contribuir para novas investigações com o objetivo de 
compreender os prejuízos neurais causados pelo uso agudo do álcool, bem como o efeito da 
NAC frente a esta exposição. Pretendemos analisar parâmetros de estresse oxidativo, com o 
intuito de compreender a modulação colinérgica através da NAC. No entanto, se faz 
necessário investigações futuras com o uso de diferentes marcadores bioquímicos do sistema 
colinérgico, para que assim, seja possível aprimorar pesquisas relacionadas as diferentes 
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